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O dimetil dioctadecil amônio (DDA) é um composto quaternário de amônio, formado 
por um lípido anfifílico sintético ligado a duas cadeias hidrofóbicas de alquilo de 18 
carbonos, que apresenta efeito adjuvante, promovendo respostas imunes humoral e 
celular contra diversos agentes patogênicos, incluindo Mycobacterium tuberculosis e 
Chlamydia trachomatis. No presente trabalho, nós investigamos a capacidade do 
adjuvante CAF associado a antígenos totais de Leishmania amazonenses (LaAg) 
em induzir respostas imunogênicas e protetoras em infecção por L. chagasi. Assim, 
camundongos BALB/c foram imunizados por via intranasal com 25 µg de LaAg livre 
ou associado a 150 µg de CAF em 2 doses intervaladas por 15 dias. A dosagem de 
transaminases e creatinina no soro dos animais demonstraram a biocompatibilidade 
e segurança da associação LaAg/CAF. Além disso, observamos significantes 
produções de IFN-γ e NO por esplenócitos estimulados com antígenos do parasito, 
além de significantes respostas linfoproliferativas e maior percentagem de células de 
memória (TCD4+ CD44+ CD62L+). Níveis aumentados de IgG total e das subclasses 
específicas (IgG1 e IgG2a) também foram observadas no grupo vacinado com LaAg 
associado ao CAF, quando comparados com os controles. De forma semelhante, 
camundongos vacinados com a formulação e desafiados 15 dias após o reforço com 
L. chagasi, apresentaram uma significante diminuição da carga parasitária no baço e 
no fígado, associada a uma maior produção de IFN-γ e respostas linfoproliferativas 
significantemente aumentadas. Juntos, nossos dados demonstraram pela primeira 
vez viabilidade da vacinação intranasal com LaAg associado ao CAF, como um 
efetivo mecanismo para a vacinação contra a leishmaniose visceral.   
 






The dimethyldioctadecylammonium (DDA) is a quaternary ammonium compound 
formed by a synthetic amphiphilic lipid comprising a hydrophilic positively charged 
dimethylammonium head–group attached to two hydrophobic 18-carbon alkyl chains 
(tail), that has previously been reported for eliciting cell-mediated and humoral 
responses against pathogens like Mycobacterium tuberculosis and Chlamydia 
trachomatis. In the present study, we investigated the ability of CAF adjuvant 
associated with surface antigens of Leishmania amazonensis (LaAg) to induce 
immunogenic and protective responses in challenge against L. chagasi. So, BALB/c 
mice were vaccinated by intranasal route with 2 doses of LaAg (25 µg) or LaAg 
associated with CAF (150 µg) intercalated by 15 days. The measurement of 
transaminases and creatinine in the animals sera demonstrated the biocompatibility 
and safety of the LaAg/CAF combination. Besides, IFN-γ and NO produced by 
splenocytes after LaAg in vitro recall was significantly increased, beyond significantly 
lymphoproliferative responses and increase of memory cells (TCD4+ CD44+ CD62L+) 
percentage. Increased IgG and specific subclasses (IgG1 and IgG2a) in sera levels 
were also observed in mice vaccinated with LaAg associated with CAF when 
compared to controls. Similarly, animals vaccinated with this formulation and 
challenged with L. chagasi 15 days after the booster with L. chagasi showed a 
significant decrease in parasite load in the spleen and liver, associated with 
increased production of IFN-γ and increased lymphoproliferative responses. 
Together, our results demonstrate for the first time the feasibility of intranasal vaccine 
with LaAg/CAF as a effective mechanism for the vaccination against visceral 
leishmaniasis. 
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As leishmanioses são um complexo de doenças que tem como agente etiológico 
várias espécies de protozoários tripanosomatídeos do gênero Leishmania. A doença 
apresenta um amplo espectro de manifestações clínicas que vão desde lesões 
cutâneas não letais até a forma visceral, fatal em casos onde não há tratamento 
(CONVIT J et al, 1972; GRIMALDI G et al, 1993).  
Dependendo da espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro, podemos 
agrupar as leishmanioses em Leishmaniose Tegumentar (subdividida em cutânea 
simples, cutânea difusa e mucocutânea) e Leishmaniose Visceral (LV), a qual é o 
foco do nosso estudo. A Leishmaniose visceral ou calazar é a forma mais grave da 
doença e apresenta um amplo espectro clínico, que pode variar desde 
manifestações discretas (oligossintomáticas) e moderadas, até às graves. Os 
parasitos causadores da doença apresentam tropismo por células do sistema 
fagocítico mononuclear, por isso são encontrados parasitando órgãos ricos nestes 
tipos celulares como baço, fígado, medula óssea e tecidos linfoides. Esses parasitos 
podem permanecer incubados de forma assintomática durante meses ou anos, 
tempo necessário para que os mesmos se disseminem pelo corpo (OLIVA A et al, 
2006). Pacientes apresentam como quadro clinico comum: febre de longa duração, 
aumento do fígado e baço (hepatoesplenomegalia), perda de peso, fraqueza, 
redução da força muscular, anemia entre outras. As espécies mais comuns 
causadoras da LV são a L. chagasi (syn L. infantum) e L. donovani. (ANVISA, 2007; 
SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE – MS, 2006).  
 
1.2. Epidemiologia  
As leishmanioses representam um grave problema de saúde pública, e estão entre 
as infecções causadas por protozoário de maior relevância após a malária e a quinta 
doença infecto-parasitária de maior importância em todo mundo (WHO, 2009). A 
doença possui uma ampla distribuição mundial, em 98 países é endêmica, o que 




se que hoje existam 12 milhões de pessoas infectadas em todo o mundo e que a 
cada ano mais 2 milhões de novos casos surjam, sendo cerca de 500.000 de LV 
(WHO, 2009). De todos os casos notificados de LV mundialmente, mais de 90% se 
concentram em apenas seis países: India, Bangladeste, Sudão, Nepal, Brasil e 
Etiópia (WHO, 2012). 
A LV possui destaque no Continente Americano, onde foi reportada em mais de 10 
países. No período de 2001 a 2011 foram relatados 38.808 casos. Destes, 96,6% 
ocorreram no Brasil (PAHO, 2013). Hoje a doença atinge as cinco regiões 
brasileiras, sendo o Nordeste a região mais acometida, com destaque para os 
estados da Bahia, Ceará, Maranhão e Piauí. (SECRETARIA DE VIGILÂCIA EM 
SAÚDE – MS, 2010).  
Quanto ao estado do Espírito Santo, houve registro de cinco casos em 2009, com 
um coeficiente de incidência de 0,1 casos por 100.000 habitantes. (SECRETARIA 
DE VIGILÂCIA EM SAÚDE – MS, 2011).  
 
1.3. Etiopatogênese 
O parasito durante seu ciclo de vida e passagem por seus hospedeiros, alterna seu 
estágio de desenvolvimento em duas formas principais, com características 
morfológicas distintas para que possa se adaptar aos diferentes ambientes. A forma 
amastigota é encontrada no vacúolo parasitóforo de células do sistema fagocitário 
mononuclear do hospedeiro vertebrado. Já a forma promastigota está presente no 
trato digestivo do inseto vetor (AWASTHI A et al, 2004). 
Os hospedeiros invertebrados são pequenos insetos da família Psychodidae, e 
gêneros Lutzomyia ou Phlebotomus, no Novo e Velho Mundo, respectivamente 
(FERRO C et al, 1995; Rogers KA & TITUS RG, 2003). No Brasil, duas espécies, até 
o momento, estão relacionadas com a transmissão da doença, Lutzomyia longipalpis 
e Lutzomyia cruzi.  
A transmissão do parasito para os hospedeiros vertebrados é feita quando fêmeas 
de insetos vetores infectadas realizam o repasto sanguíneo injetando 
intradermicamente, junto com sua saliva, formas promastigotas metacíclicas de 
Leishmania (ROGERS ME et al, 2002). A transmissão é facilitada, pois durante a 
infecção há a inoculação de moléculas da saliva dos insetos como o maxadilan, a 




BASANOVA AV et al, 2002; RIBEIRO J et al, 2000), e também moléculas derivadas 
do parasito como filamentos proteofosfoglicanos (fPPG) (ROGERS ME et al, 2004). 
Essas moléculas reduzem a exposição dos promastigotas ao sistema imune do 
hospedeiro aumentando a quimiotaxia de macrófagos para o local da inoculação, 
acelerando a fagocitose dos parasitas, promovem a inibição da apresentação de 
antígeno para linfócitos T, a inibição da produção de citocinas Th1, a redução da 
ativação celular causada pela ação de IFN-γ e a regulação negativa da produção de 
óxido nítrico, NO (ZER R et al, 2001).  
Após a fagocitose, as formas promastigotas metacíclicas, dentro do vacúolo 
parasitóforo, se transformam em amastigotas que se multiplicam por divisão binária 
até que a quantidade de parasitos dentro do vacúolo leve ao rompimento da célula. 
As formas amastigotas liberadas podem ser novamente fagocitadas por outras 
células fagocitárias e estas podem ser ingeridas por um inseto vetor não infectado 
durante seu repasto sanguíneo (HAWKING F, 1948; HANDMAN E et al, 1977). Ao 
longo do trato digestivo do inseto, essas células ingeridas se rompem liberando as 
formas amastigotas que se diferenciam em promastigotas e continuam sua 
multiplicação por divisão binária no vetor. As Leishmania migram para a porção 
anterior da probóscida do inseto, por onde serão, no próximo repasto sanguíneo, 
inoculadas em outro hospedeiro (ROGERS ME et al, 2002). 
 
1.4. Resposta imune na leishmaniose visceral  
A picada do inseto inicia uma resposta inflamatória local que leva ao recrutamento 
de neutrófilos e monócitos, células importantes no direcionamento e desfecho da 
infecção (TEIXEIRA CR et al, 2005; KAMHAWI S et al, 2000; BELKAID Y et al, 
2000). Os macrófagos recrutados secretam quimioatraentes induzidos pela 
Leishmania, como MCP-1 para monócitos e CXCL1 para neutrófilos, aumentando o 
influxo de células para o local. (RACOOSIN EL et al, 1997). 
A captação da Leishmania se inicia por meio da interação de receptores presentes 
na superfície, tanto do patógeno, como lipofosfoglicano (LPG), gp63 e 
proteofosfoglicanos (YAO C et al, 2003; NADERER T et al, 2008), quanto da célula 
do hospedeiro, como o Receptor de Complemento CR1, CR3 (Mac-1), Receptor de 
Fibronectina e Receptor Manose-Fucose (KANE MM et al, 2000), cujos ligantes 




reconhecidos por receptores de reconhecimento padrão (PRRs) como os receptores 
tipo Toll (TLRs), levando a maturação e ao tráfico das células dendríticas (CDs) para 
os linfonodos locais, onde há a apresentação de antígenos para celulas T virgens, 
dando início à imunidade adaptativa contra o patógeno invasor (KAISHO T & AKIRA 
S, 2001; FITZGERALD-BOCARSLY P, 2002).  
Os neutrófilos são as células que iniciam a resposta imune contra o patógeno, e em 
modelo experimental com hamsters, essas células foram encontradas no sítio 
dermal da infecção cerca de 1h depois da inoculação de promastigotas de L. 
donovani (POMPEU ML et al, 1991; BEIL WJ et al, 1992). A sobrevivência 
intracelular da Leishmania após a captura por neutrófilos pode ser compatível com a 
expressão de moléculas derivadas dos patógenos, incluindo LPGs da superfície e 
fosfatase ácida tartarato-resistente. Essas moléculas podem inibir a fusão do 
lisossomo, a explosão respiratória e a produção de ânion superóxido em neutrófilos 
humanos e de camundongos (REMALEY AT et al, 1984; AL-TUWAIJRI AS et al, 
1990; GUEIRARD P et al, 2008). Há também o aumento da sobrevivência da 
Leishmania nos neutrófilos por interação da lipoxina A4 com receptores ALX que 
promove um sinal desativador para essas células (WENZEL A et al, 2009). Uma 
análise ex-vivo de neutrófilos recuperados da derme e infectados com L. major 
concluiu que os parasitos aceleraram a apoptose das células por promoverem um 
aumento da expressão de fosfatidil serina (PtdSer), o que não foi observado em 
neutrófilos recuperados do mesmo sítio, mas que não continham o parasito 
(RIBEIRO-GOMES F et al, 2012). Além disso, a maioria dos neutrófilos infectados 
que sofrem lise liberam parasitos viáveis que são, então, captados por outros 
fagócitos (VAN ZANDBERGEN G et al, 2004; GUEIRARD P et al, 2008).  
As CDs também participam do estabelecimento da resposta imediata, e são 
potentes células apresentadoras de antígeno que induzem uma eficiente ativação de 
células T e produzem também citocinas IL-12, IL-10 e IFN-γ (SCHLEICHER U et al, 
2007). Essas células podem ser de dois tipos: as mieloides, que exercem efeitos 
citotóxicos em L. infantum por produzirem IL-12 sob a estimulação do receptor TLR 
9 e por induzirem células NK a liberarem IFN-γ, e as CDs plasmocitoides, que são 
incapazes de fagocitar os parasitos, mas produzem IL-12 de maneira dependente de 
TLR 9, sendo também importantes durante a infecção (SCHLEICHER U et al, 2007). 
Estudos de infecção com Leishmania, em modelos experimentais e humanos, 




comprometendo a ativação das células NK e, consequentemente, a produção de 
IFN-γ e a diferenciação dos linfócitos Th0 em Th1 (SCHARTON TM et al, 1993). 
Os macrófagos são as principais células efetoras na LV. Para o controle da doença, 
essas células devem ser ativadas por produtos da resposta Th1 e células NK. A 
citocina mais importante nesse processo é o IFN-γ. A produção dessa citocina é 
regulada pela IL-2 que promove sua estimulação, e IL-10 que é capaz de suprimir 
sua produção (BACELLAR O et al, 2000).  O IFN-γ estimula os macrófagos a 
produzirem a óxido nítrico-sintase induzível (iNOS), uma enzima que catalisa a 
formação de óxido nítrico (NO) a partir da conversão de L-arginina em L-citrulina 
(LIEW FY et al, 1990) e que possui extrema importância na toxicidade da 
Leishmania. Outras citocinas inflamatórias como IL-1, TNF-α, IFN-α e IFN-β também 
estão envolvidas em sua produção por promoveram a ativação de macrófagos e o 
aumento da expressão da iNOS (BRONTE V et al, 2005). Já a sobrevivência da 
Leishmania ocorre quando a ativação de macrófagos é induzida por citocinas do tipo 
Th2, como a IL-4, IL-10 e IL-13 (GORDON S et al, 2003). A IL-10 é uma importante 
citocina reguladora, ela inibe a explosão respiratória dos macrófagos, a produção de 
citocinas pró-inflamatórias (KROPF P et al, 2005; GORDON S et al, 2003) e inibir 
respostas linfoproliferativas em resposta ao reestímulo com antígenos do parasito 
(HAILU A et al, 2005). A presença dessa citocina está relacionada com a diminuição 
da capacidade citotóxica de células TCD8+ e supressão da atividade de células 
TCD4+, influenciando diretamente na capacidade microbicida contra o parasito 
(RIBEIRO DE JESUS A et al, 1998).  
Diferente do que ocorre na infecção murina por L. major, nenhuma associação entre 
a resposta imune Th1 e resistência à doença ou da resposta imune Th2 e 
susceptibilidade tem sido descrita na leishmaniose visceral humana (ANTONELLI LR  
et al, 2004; KHALIL EA et al, 2005). Parece possível que exista um padrão misto 
Th1 e Th2 ativado, conforme revelado pelos níveis elevados de IFN-γ e IL-4 
detectados em camundongos (GHOSH A et al, 2001), ou sobrenadantes de células 
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de pacientes com LV causada por L. 
donovani estimuladas in vitro com antígenos do parasito. Entretanto, é consenso que 
a incapacidade de células T em proliferarem e produzirem IFN-γ implica no aumento 
da carga parasitária observada tanto em modelos experimentais quanto na LV 
humana. Indivíduos que desenvolvem a doença tendem a apresentar uma resposta 




células TCD4+ Th2 (CARVALHO EM et al, 1985; GHALIB HW et al, 1993; SUNDAR 
S et al, 1997). Neste tipo de resposta, há uma maior produção de IL-10 e IL-4 
comparado ao IFN-γ (KHARAZMI A et al, 1999).  
A LV em humanos é caracterizada por altos títulos de anticorpos anti-Leishmania no 
soro dos pacientes (BRAY RS et al, 1976; NEOGY AB et al, 1987) e ainda não se 
conhece o papel destes anticorpos na proteção ou patogênese da doença. Em um 
estudo experimental, foi postulado que a IgG falha em promover a proteção contra o 
patógeno intracelular além de contribuir para a progressão da doença. Miles e 
colaboradores (2005) demonstraram que a administração passiva de anticorpos IgG 
anti-Leishmania em camundongos BALB/c infectados com L. major resultou num 
aumento da lesão provavelmente devido à capacidade dessa imunoglobulina induzir 
a produção de IL-10 por macrófagos. Neste estudo os animais mais resistentes à 
infecção foram os que possuíam deficiência na produção de IgG. Este estudo pode 
ser comparado com o observado em pacientes que apresentam títulos de anticorpos 
anti-Leishmania elevados durante a fase ativa da doença e uma posterior queda 
nesses títulos após uma cura bem sucedida. 
  
1.5. Vacinas 
Atualmente, as opções de tratamento para leishmanioses não são satisfatórias: 
possuem alta toxicidade, administração parenteral e longos períodos de duração, o 
que leva o paciente ao abandono do tratamento. Por isso, há a necessidade do 
desenvolvimento de uma vacina efetiva para prevenção da doença (SUNDAR S et 
al, 2005; RAJEEV N et al, 2011). Já foram desenvolvidas várias formulações de 
vacinas. No entanto, até agora, o resultado final destas, quando testadas em campo, 
não foram satisfatórios (KEDZIERSKI L et al, 2006, VELEZ ID et al, 2009).  
De forma geral, as vacinas podem ser classificadas em vacinas de primeira, de 
segunda e de terceira geração. As vacinas de primeira geração são aquelas 
compostas de microrganismos mortos ou atenuados, ou ainda de misturas não 
caracterizadas de antígenos. A leishmanização, método ainda utilizado em países 
como o Irã e que consiste na inoculação de promastigotas de L. major em locais do 
corpo normalmente não expostos a fim de evitar o estabelecimento da infecção 
cutânea em áreas expostas como a face, é um exemplo clássico da utilização de 




A Leishvacin®, outro exemplo de vacina de primeira geração, é constituída de 
promastigotas mortas de L. amazonensis cepa PH8 (MAYRINK W et al, 1999; 
MAYRINK W et al, 2002). Essa vacina começou a ser produzida em 1991 pela 
BioBrás em Montes Claros (MG), objetivando a proteção contra a leishmaniose 
tegumentar. Durante os estudos clínicos de fase I foi atestada sua segurança 
(MARZOCHI KBF et al, 1998) e nos de fase II sua imunogenicidade (DE LUCA PM 
et al, 1999), mas durante os estudos clínicos de fase III não foi confirmada a eficácia 
dessa vacina em humanos (VELEZ ID et al, 2005), sendo descontinuada a 
produção. Na Venezuela, Convit e seu grupo (1987) utilizaram L. major autoclavada 
(LMA) + Bacillus Calmette-Guérin (BCG) na imunoterapia e/ou imunoquimioterapia 
da leishmaniose cutânea. No Irã, essa mesma combinação foi testada na proteção 
contra a leishmaniose cutânea (MOMENI AZ et al, 1999; SHARIFI I et al, 1998) e no 
Sudão contra a leishmaniose visceral (KHALIL EAG et al, 2000; SATTI IN et al, 
2001). Os resultados mostraram que essa mistura foi segura, mas com baixa 
indução da resposta imune protetora, que poderia ser aumentada com o uso de 
adjuvantes como o alumínio (KENNEY RT et al, 1999).  
A maioria dos estudos com vacinas se concentram nas formulações de segunda 
geração, que são constituídas por vacinas vivas geneticamente modificadas, 
subunidades definidas e frações brutas de Ag. A imunização com LACK (proteína 
homóloga aos Receptores de Proteína Quinase C Ativada (RACKs) apresentou 
eficácia no modelo de L. major protegendo camundongos contra a leishmaniose 
cutânea (JULIA V et al, 1996). Já a vacina Leish-111f, composta por múltiplos 
componentes (antígenos purificados TSA, LmSTI1 e LeIF) e ainda em fase de 
ensaios clínicos, se mostrou eficaz contra leishmaniose cutânea e de mucosa, tanto 
em camundongos, primatas não humanos e humanos (SKEIKY YA et al, 2002). A 
associação com o adjuvante MPL (Leish-111f+MPL-SE) mostrou ser segura e 
imunogênica em humanos saudáveis durante ensaios clínicos de fase I e II (COLER 
RN et al, 2007). A mesma induziu, em camundongos imunizados não infectados, 
aumento da produção de IFN-γ, IL-2 e TNF-α por células TCD4+, caracterizando 
uma resposta tipo Th1 (MUTISO MM et al, 2013).  
As vacinas com Leishmania viva atenuada mimetizam o curso da infecção natural 
(SPORRI R et al, 2005), pois apresentam um espectro completo de antígenos e 




habilidade em manipular o genoma da Leishmania e criar organismos geneticamente 
modificados introduzindo ou eliminando genes que podem atenuar o parasito da 
vacina é considerada uma poderosa alternativa para o desenvolvimento de vacinas 
contra leishmaniose (NAGILL R et al, 2011).  Porém a principal preocupação do uso 
de vacinas com patógenos atenuados é a segurança da mesma, visto que pode 
haver uma reversão da virulência ou reativação do patógeno em indivíduos que se 
tornem imunossuprimidos. Além disso, há também limitações na sua produção em 
larga escala (SILVESTRE R et al, 2008). Dentre as vacinas com subunidades 
definidas destacam-se as de uso veterinário, que hoje são as únicas vacinas contra 
leishmaniose liberadas para uso comercial. Uma delas, a Leishmune®, tem como 
antígeno base em sua composição o FML (ligante de fucose e manose) de L. 
donovani e foi licenciada para uso veterinário desde 2005 pelo Ministério da 
Agricultura (NOGUEIRA FS et al, 2005). A Leish-Tec® é outra importante vacina 
comercial de uso veterinário desenvolvida e disponibilizada para a comercialização 
desde o inicio de 2009. Formulada utilizando como base a proteína recombinante A2 
de L. donovani, ela vem demonstrado indução de respostas protetoras em cães e 
camundongos vacinados (FERNANDES AP et al, 2008). 
As vacinas de terceira geração são as vacinas gênicas, onde genes que codificam 
antígenos potencialmente imunizantes são inseridos em plasmídeos. Uma série de 
considerações relativas à segurança das vacinas de DNA deve ser feita, como as 
possibilidades de integração ao genoma do hospedeiro e de indução de respostas 
contra as células transfectadas (GURUNATHAN S et al,2000). Também incluídos na 
categoria de vacinas de 3ª geração estão bactérias e os vírus recombinantes, 
capazes de codificar antígenos de Leishmania. Este é o caso do gene da protease 
de superfície gp63 de L. major expresso em Salmonella typhimurium e do vírus 
vaccinia expressando o gene de gp46/M-2 de L. amazonensis, capazes de induzir 
significantes repostas protetoras contra L. major em camundongos (McMAHON-
PRATT D et al, 1993). 
A vacina plasmidial intramuscular codificando o antígeno ORFF (proteína presente 
nas formas promastigotas e amastigotas de Leishmania) resultou em proteção 
significante de camundongos BALB/c contra infecção por L. donovani 
(SUKUMARAN B et al, 2003); a imunização intramuscular com gp63-DNA protege 
camundongos contra L. mexicana (ALI SA et al, 2009); vacinações com KMP11-DNA 




proteoglicanas de L. donovani induzem proteção no desafio contra o parasito 
(SAMANT M et al, 2009). Como vimos, um grande número de vacinas genéticas tem 
sido empregado em modelos experimentais induzindo proteção contra as diferentes 
formas de leishmanioses. 
 
1.6. Vacinas de mucosa 
As mucosas possuem, entre outras propriedades, a de responder imunologicamente 
a antígenos de forma local e sistêmica. Por isso hoje há diversos estudos que visam 
o desenvolvimento de formulações vacinais utilizando estas vias para administração 
(GOMES DCO et al, 2007; AMIN M et al, 2009; KANG ML et al, 2009). Atualmente, 
vacinas mucosas já são licenciadas para o uso em humanos e têm demonstrado 
sucesso considerável na prevenção de doenças, como a diarreia causada pelo 
Rotavirus (MADHI SA et al, 2009; VESIKARI T et al, 2006), a gripe causada pelo 
vírus Influenza e a cólera causada pelo Vibrio colerae (SHIN S et al, 2011).   
Dentre as mucosas, a nasal possui destaque nas pesquisas como local de entrega 
de antígenos, por apresentar significante área superficial disponível para absorção 
dos mesmos (ALHALAWEH A et al, 2009), alta vascularização do epitélio (ZHANG X 
et al, 2008), presença de tecido linfoide associado à nasofaringe (NALT) 
(BRANDTZAEG P et al, 2010) e alta resposta imunológica (AMIN M et al, 2009). 
Esses fatores possibilitam a administração de uma menor dose de antígenos 
comparada com a vacina oral (KANG ML et al, 2009), diminuindo assim a 
probabilidade de uma reação inflamatória. 
A vacinação intranasal estimula resposta imune no NALT e é efetiva na indução da 
imunidade sistêmica, imunidade da mucosa gástrica e dos tratos genital e 
respiratório (BRANDTZAEG P et al, 2011; JABBAL-GILL I, 2010). No tecido linfoide 
nasal estão presentes todas as células imunocompetentes necessárias para a 
resposta imune da mucosa como as células M, linfócitos B e T e células dendríticas 
(KIYONO H et al, 2004).  
As células M estão localizadas na superfície da mucosa e são responsáveis pelo 
transporte de substâncias presentes no lúmen para as concavidades, onde estão as 
células dendríticas, macrófagos e linfócitos (TAKAHASHI I et al, 2009). Os linfócitos 




antígenos e também promovem a ativação e a diferenciação dos linfócitos B em 
plasmócitos, os quais produzem anticorpos como IgG e IgA, que serão liberados na 
superfície da mucosa (FUJIHACHI K  et al, 2005).  
No processo de resposta imune da mucosa a interação entre o antígeno a as células 
dendríticas leva a liberação de citocinas, como a IL-4, IL-10 e IL-12 e também NO e 
TNF-α que migram para o NALT provocando a maturação dos linfócitos T CD4 Th0 
ali presentes tanto para Th1, em presença de IL-12 quanto para Th2, em presença 
de IL-4 (FUJIHACHI K  et al, 2005; KELSALL B et al, 2005; LEFRANÇOIS L et al, 
2005). As citocinas liberadas pelos linfócitos Th2 (IL-5 e TGF-β) atuam nas células B 
promovendo a mudança de classe das imunoglobulinas na superfície de IgM para 
IgA e também induzindo a proliferação e diferenciação desses linfócitos B em 
células plasmáticas secretoras de IgA, (FUJIHACHI K  et al, 2005; LEFRANÇOIS L 
et al, 2005). A secreção de IgA é um dos principais objetivos da resposta imune da 
mucosa (BRANDTZAEG P et al, 2010). Essa imunoglobulina tem a função de 
proteger os indivíduos dos antígenos que penetram por essa via (MESTECKY J et 
al, 2009) por dois mecanismos principais: a exclusão, que gera a incapacidade de 
adesão do antígeno ou do patógeno ao epitélio pela reação antígeno-anticorpo, e a 
secreção, em que os antígenos que ultrapassam o epitélio são capturados pelas 
IgAs e conduzidos para o lúmen via receptores de Ig (BRANDTZAEG P et al, 2007). 
A imunização pela via intranasal também altera a expressão de moléculas na 
superfície das células, importantes para a locomoção das mesmas pelo organismo. 
Após essa imunização ocorre o aumento da expressão do CCR9 e da integrina α4β7 
em linfícotos T e B (moléculas que promovem o homing dos linfócitos em tecidos 
linfoides) (DAVID J, 2000). As células dendríticas encontradas em tecidos 
associados à mucosa nasal possuem um importante papel na indução de uma 
resposta imune sistêmica, pois podem captar antígenos presentes na mucosa para 
órgãos linfoides não associados a este tecido, como o baço e linfonodos periféricos 
(MACPHERSON G et al, 1999). 
O grande conhecimento sobre a genética e fisiologia da L. chagasi e a existência de 
vetores capazes de promover a expressão de proteínas possibilitou sua utilização 
em diferentes abordagens vacinais. Um dos primeiros estudos utilizando a via 
mucosa na imunização contra leishmaniose foi feito por Xu e colaboradores em 




thypimurium atenuada. Nesse estudo, plasmídeos com genes para gp63, IFN-γ e 
TNF, utilizados na imunização, protegeram os animais da infecção por L. Major, o 
que foi demonstrado pela diminuição da lesão. Outro estudo promissor demonstrou 
que a administração do antígeno bruto de L. amazonensis em mucosa nasal e em 
oral promoveu uma resposta protetora contra a leishmaniose cutânea murina, como 
demonstrado pelo aumento da produção do IFN-γ e diminuição de IL-10 nos 
linfonodos drenantes e distais da lesão. Essa resposta protetora também foi 
observada na administração nasal de DNA expressando a proteína p36 LACK 
(PINTO EF et al, 2003; PINTO EF et al, 2004). Devido à sua resposta promissora 
contra leishmaniose cutânea murina, a vacinação com plasmídeo pCI-neo 
codificando o gene LACK da Leishmania administrado por via nasal também foi 
testada contra a leishmaniose visceral murina, se mostrando eficaz por diminuir a 
carga parasitária, a produção de IL-10 e também por aumentar a produção de IFN-γ 
e IL-4 durante a infecção (GOMES DCO et al, 2007).  
É importante ressaltar que, além de tudo que já foi demonstrado quanto à eficácia 
das vacinas mucosas, elas possuem outras vantagens quando comparadas com as 
vacinas parenterais. São elas: impedimento do risco potencial com agulhas 
contaminadas, diminuição de tempo e custos envolvidos na administração da vacina 
parenteral por profissionais de saúde e melhoria da aceitação da vacinação pela 
população em geral (AMORIJ JP et al, 2010). Vacinas mucosas também não 
precisam de purificação extensiva de subprodutos bacterianos, enquanto que a 
mesma formulação de vacina injetada por via parenteral, por exemplo, teria níveis 















Os adjuvantes vacinais são substâncias que proporcionam um aumento da 
imunogenicidade quando administrados conjuntamente a antígenos, já que muitos 
destes são pouco imunogênicos (LECLERC C, 2003). Eles também proporcionam o 
direcionamento da resposta imune, com o favorecimento de determinada função 
imune importante no controle do parasito em questão (SINGH M et al, 2003). 
Dentre os adjuvantes capazes de induzir resposta imune Th1 utilizados em 
associação com antígenos de Leishmania, destacam-se a saponina, os 
oligodeoxinucleotídeos e a IL-12. 
A saponina foi testada em associação ao antígeno ligante de fucose manose (FML) 
de L. donovani em camundongos Swiss contra a leishmaniose visceral. Foi 
observado que essa associação gerou uma significante resposta protetora 
específica, onde os animais apresentaram redução da carga parasitária no fígado, 
aumento da produção de IL-12 e de anticorpos específicos contra o parasito 
(SANTOS WR et al, 2002). A saponina também foi testada em associação com outro 
antígeno, a gp36, uma glicoproteína extraída da L. donovani. Neste trabalho também 
foi observada redução da carga parasitária no fígado devida ao aumento da 
produção de anticorpos IgG e de IFN-γ (PARAGUAI SE et al, 2001). 
Os oligodeoxinucleotídeos correspondem a sequências de dinucleotídeos (citosina, 
C e guanidina, G) não metilados de bactérias, denominadas CpG-ODN. Sequências 
de CpG-ODN induzem a proliferação de células B e a produção de imunoglobulina 
G, secreção de citocinas por monócitos, aumento da atividade citotóxica de células 
natural killer (NK) e liberação de IFN-γ (KRIEG AM et al, 2000). A resposta contra 
CpG-ODN parece ser mediada pela ligação deste com receptores de 
reconhecimento padrão, nesse caso TLR9 (HEMMI H et al, 2000). A CpG-ODN já foi 
testada em associação a antígeno solúvel de L. major em BALB/c contra a 
leishmaniose cutânea, onde apresentou redução da lesão quando comparado com 
os animais que receberam apenas o antígeno solúvel (WALKER OS et al, 1998). 
Outro estudo demonstrou que a associação de CpG-ODN com uma proteína 
recombinante de L. donovani, administrados a camundongos BALB/c, protege os 
animais contra a leishmaniose visceral. O resultado foi a indução de uma resposta 




IL-12 e IFN-γ, além de redução parcial de carga parasitária no baço e fígado 
(TEWARY P et al, 2005). 
A IL-12 é produzida principalmente por células apresentadoras de antígenos e 
neutrófilos, e estimula a produção de IFN-γ por células natural killer, promove 
diferenciação de linfócitos T CD4+ em células Th1 produtoras de IFN-γ, além de 
aumentar a atividade citolítica de células NK ativadas e de linfócitos T CD8+ 
(KOBAYASHI M et al, 1989). Por essa capacidade na indução da resposta imune do 
tipo Th1, a IL-12 já foi testada como adjuvante em diferentes formulações vacinais 
(HEINZEL FP et al, 1993; AFONSO LC et al, 1994; YAMAKAMI K et al, 2001; 
SALDARRIAGA OA et al, 2006; TEWARY P et al, 2006). 
Em 1994, a IL-12 foi testada como adjuvante associado a extrato de antígenos 
solúveis de L. major para avaliar a resposta imune gerada em camundongos 
BALB/c. Nesse estudo, foi observado que estes animais produziram maior 
quantidade de IFN-γ e menor de IL-4 em células do linfonodo drenante quando 
comparados aos controles negativos que apresentaram uma resposta do tipo Th2 
(AFONSO LC et al, 1994). Alguns anos depois, foi administrado a camundongos 
BALB/c extrato de antígenos solúveis de L. major associado ao plasmídeo 
codificador de IL-12 murina antes de desafiá-los com o parasito vivo. A resposta 
apresentada por estes animais foi do tipo Th1 com aumento da produção de IFN-γ e 
anticorpos IgG2a quando comparados aos controles (YAMAKAMI K et al, 2001). 
Esse plasmídeo foi testado também em associação a um antígeno recombinante de 
L. donovani (rORFF) na proteção de camundongos BALB/c contra a leishmaniose 
visceral, observou-se um aumento da resposta linfoproliferativa, além da produção 
de IFN-γ, anticorpos da subclasse IgG2a e baixos níveis de IL-4 direcionando assim, 
a resposta imune para o tipo Th1 (TEWARY P et al, 2006).  
 
1.8. Adjuvante CAF01 
O dimetil dioctadecil amônio (DDA) é um composto quaternário de amônio, e é 
formado por um lípido anfifílico sintético compreendendo um grupo hidrofílico 
dimetilamônio carregado positivamente (cabeça) ligado a duas cadeias hidrofóbicas 
de alquilo de 18 carbonos (cauda). O DDA já se mostrou efetivo como adjuvante por 
promover resposta imune humoral e mediada por célula (DAVIDSEN J et al, 2005). 




instáveis na presença de pequenas quantidades de sais e em água pura, que 
aumentam sua agregação ao longo do tempo (HILGERS LAT et al, 1991). 
O trealose 6,6'-dibeenato (TDB), um glicolípido 6,6 '-di-éster de α, α'-trealose com 
duas cadeias longas de carbono-22 acilo (ácido beénico), foi utilizado para resolver 
o problema da estabilidade do DDA, sendo incorporado às camadas duplas de 
lipossoma do DDA. Assim, esse novo adjuvante DDA-TDB, também conhecido como 
CAF01, se mostrou um composto estável e capaz de estimular a resposta imune Th1 
mediada por células e a produção de anticorpos, se tornando, então, um adjuvante 
vantajoso para um alto número de doenças, incluindo doenças infecciosas e 
cânceres (DAVIDSEN J et al, 2005). 
Em 2008, Agger e colaboradores testaram a imunogenicidade e a eficácia do CAF01 
em três modelos de doenças experimentais, cada uma com diferente exigência 
imunológica: Mycobacterium tuberculosis (resposta imune mediada por célula), 
Chlamydia trachomatis (resposta imune mediada por célula e resposta humoral) e 
malária no estágio sanguíneo (resposta humoral). Diferentes grupos de 
camundongos foram vacinados por via subcutânea, cada qual para determinada 
doença e, para comparar, foram utilizados outros tipos de adjuvantes. O resultado 
observado foi que, quando comparado a diferentes adjuvantes disponíveis 
comercialmente, o CAF01 foi especialmente eficaz na geração de uma forte 
resposta imune celular além de também apresentar uma acentuada resposta 
humoral, com altos títulos de IgG2, apresentando, assim, níveis significantes de 
proteção contra estas doenças quando associado aos respectivos antígenos 
vacinais (AGGER EM et al, 2008). 
Recentemente, o CAF01 foi utilizado como adjuvante para vacina mucosa, quando 
foi avaliado também o seu efeito sobre a viabilidade das células epiteliais da 
mucosa. Neste estudo, o adjuvante foi testado in vitro utilizando como modelo a 
cultura de células Calu-3, uma linhagem de células do epitélio brônquico humano, a 
fim de elucidar a deposição epitelial, absorção e retenção do antígeno após 
administração do sistema lipossomal. Já o efeito de CAF01 sobre a viabilidade das 
células foi investigado por análise da integridade do epitélio das células da camada e 
a atividade metabólica das células Calu-3, pois havia uma preocupação de existir 
algum risco de dano às células epiteliais na imunização pelas vias aéreas.  O estudo 
demonstrou que o CAF01 tem o poder de aumentar a permeabilidade através do 




através da camada mucosa. Além disso, esse adjuvante não apresentou 
características de diminuir nem a integridade nem a viabilidade das células Calu-3, 
sugerindo que o CAF01 é um adjuvante bem tolerado pelo epitélio das vias aéreas. 
Neste mesmo estudo foi feita uma avaliação em um modelo vivo, onde 
camundongos BALB/c foram vacinados por via intranasal com uma mistura da 
Vaxigrip (Sanofi Pasteur MSD) 1µg/dose, uma vacina contra influenza disponível 
comercialmente, e do adjuvante CAF01 150 µg/dose. Após a imunização dos 
animais, foi determinada a produção de IFN-γ específico para a vacina pelos 
esplenócitos e do nível sérico de IgG. Foi observado que a produção de IFN-γ 
antígeno específica pelas células do baço de animais imunizados com a vacina 
associada ao adjuvante foi 4 vezes maior do que os animais que receberam apenas 
a vacina, e o nível de IgG específica à vacina também foi maior no soro de animais 
que receberam a vacina com o adjuvante. Assim, concluíram que a adição do 
CAF01 à vacina aumentou significantemente a resposta imune específica a mesma 
























Considerando o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz para combater a LV 
é necessário. O antígeno total bruto de L. amazonensis (LaAg) administrado por via 
mucosa conferiu proteção contra a leishmaniose cutânea em camundongos como já 
demonstrado por nosso grupo (PINTO EF et al, 2003). Neste trabalho, testamos a 
administração intranasal do LaAg associando a ele um novo adjuvante, o CAF, com 
o intuito de induzir aumento e direcionamento da resposta imune na proteção de 

















































3.1. Objetivo geral 
 
Avaliar os efeitos imunogênicos e protetores da administração intranasal de 
antígenos totais de Leishmania amazonensis (LaAg) na forma livre ou associado ao 
adjuvante CAF (dimetil dioctadecil amônio (DDA) + trealose 6,6'-dibeenato (TDB)) 
frente à infecção por L. Chagasi de camundongos BALB/c.  
 
3.2. Objetivos específicos 
 
• Avaliar a biocompatibilidade da vacina pela dosagem de transaminases 
(ALS ALT) e creatinina séricas; 
• Realizar a imunofenotipagem de células da memória imunológica e 
produtoras de citocinas após a vacinação e desafio; 
• Avaliar as respostas linfoproliferativas após vacinação e após desafio; 
• Avaliar a produção in vitro de óxido nítrico após vacinação e após desafio; 
• Avaliar a produção in vitro das citocinas IFN-ɣ, IL-4 e IL-10 após vacinação 
e após desafio; 
• Avaliar a produção de IgG total, IgG1 e IgG2a após vacinação; 
• Avaliar o efeito protetor da vacina pela quantificação da carga parasitária 













































4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Preparação do antígeno total bruto de L. amazonensis 
Foram utilizadas promastigotas totais de Leishmania amazonenses (cepa referência 
PH8), cedidas pelo Banco de Cepas de Leishmania do Laboratório de 
Imunofarmacologia do Instituto de Biofísica da UFRJ. Estes parasitos foram 
cultivados em estufa a 24ºC até o final da fase logarítmica de crescimento em meio 
Grace (Sigma, USA) pH 6,8, suplementado com Hemina (Sigma, USA) 0,2%, 
antibiótico (penicilina/estreptomicina) 0,5% e 5% de urina humana previamente 
centrifugada a 1500 rpm/24ºC/10 min e esterilizada em membrana 0,22 µm. Após o 
crescimento, os parasitos eram centrifugados a 3000 rpm/5ºC/10min e lavados três 
vezes em solução salina tamponada esterilizada (PBS). O precipitado foi submetido 
a dez ciclos de aquecimento em banho-maria a 37ºC e congelamento em nitrogênio 
liquido a -196ºC (Coelho et al., 2003). Após a lise, 200 µL do antígeno foram 
aliquotados para realizar a dosagem de proteínas pelo método de Lowry (Lowry e 
cols., 1951) e o restante armazenado em alíquotas a -70°C para posterior utilização. 
 
4.2. Cinética de crescimento de L. chagasi 
Uma cultura de Leishmania chagasi cepa referência PP75 cedida pelo Banco de 
Cepas de Leishmania do Laboratório de Leishmaniose do Núcleo de Doenças 
Infecciosas da UFES, com concentração inicial de 106 parasitos/mL, foi mantida em 
Grace suplementado, pH 6,8 durante 1 semana. Diariamente, uma alíquota de 10 μL 
foi retirada para realizar a contagem de parasitos em câmara de Neubauer pelo 
período de 7 dias. 
 
4.3. Animais 
Para os experimentos foram utilizados camundongos fêmeas e machos da linhagem 
BALB/c com idade entre 6 a 8 semanas. Os animais foram obtidos do Biotério 
Central da Universidade Federal Fluminense e mantidos no Biotério do Laboratório 




condições apropriadas de temperatura, umidade e luz. Os camundongos foram 
mantidos em gaiolas convencionais com maravalha previamente esterilizada, 
recebendo água filtrada e ração comercial (Purina®) ad libitum. O projeto foi 
aprovado pelo comitê de ética em experimentação animal CEUA-UFES número 
014/2011. 
 
4.4. Parasitos para infecção 
Foram utilizados promastigotas totais de Leishmania chagasi (cepa referência PP75) 
cultivados em Grace suplementado, pH 6,8 por quatro dias. A cultura foi centrifugada 
a 3000 rpm/5ºC/10 min e lavada duas vezes com PBS. O sedimento foi 
ressuspendido em PBS para realização da contagem dos parasitos e posterior 
ajuste para uma concentração final de 107 Leishmania/animal injetados em veia 
caudal. 
 
4.5. Cinética da infecção de camundongos BALB/c por L. chagasi 
Os camundongos foram infectados e, a cada semana, parte foi eutanasiada para 
que fossem quantificados os parasitos no baço e fígado.  A carga parasitária de 
cada órgão foi determinada pelo método de diluição limitante (BUFFET et al, 1995). 
Brevemente, tubos previamente pesados eram acrescidos com os órgãos para que 
se pudesse determinar a massa dos mesmos. Os órgãos foram macerados 
separadamente sobre uma peneira em placa de petri com o auxílio de um êmbolo de 
seringa e o macerado do órgão transferido para um tubo cônico com o auxílio de 
uma pipeta Pasteur. Foi transferida uma alíquota em duplicata de 200 µL dessa 
suspensão de células para o primeiro poço de uma placa de fundo cônico de 96 
poços (BRANDplates®). O restante dos poços foi preenchido com 100 µL de Grace e 
foi feita uma diluição seriada 1:2 para os poços subsequentes conforme a figura. 
 
  
Figura 1: Diluição seriada 1:2 para análise da carga parasitária.
 
A placa foi incubada por 7 dias em estufa a 24°C.
ao microscópio óptico para avaliar qual o último poço da dil
crescimento de Leishmania
diluição seriada na qual parasitas móveis podiam ser visualizados sendo então 
calculado o número dos mesmos por órgão.
 
4.6. Imunização intranasal
Os camundongos foram divididos em quat
instilação nasal com auxilio de uma pipeta. A imunização foi realizada em duas 
doses com um intervalo de 2 semanas entre elas. Os animais utilizados para os 
experimentos de imunogenicidade foram sacrificados 1 dia a
animais utilizados na avaliação da imunidade protetora foram infectados sete dias 
após o reforço e sacrificados 2 semanas após a infecção. O tempo de 2 semanas 
corresponde ao pico de carga parasitária no fígado e baço nas condições de 









 Ao fim do tempo a placa foi levada 
. O número de parasitos foi determinado pela maior 
 
 
ro grupos experimentais e imunizados por 
 
1: Grupos de camundongos e doses das imunizações:
 Doses 
20µL PBS 
25µg LaAg em 20µL de PBS 
25µg LaAg + 150µg CAF em 20µL 









4.7. Dosagem de transaminases (ALT e AST) e Creatinina 
A dosagem de transaminases e creatinina foi determinada por ensaio colorimétrico 
com o kit comercial Doles®, utilizando soro de animais vacinados. De forma 
resumida, foi preparada uma curva de calibração contendo diluições seriadas das 
substâncias padrão, iniciando nas concentrações de (ALT e AST 1000 μg/mL) e 
Creatinina (0,05 μg/mL). Em seguida, foi acrescentado 1 mL do reagente de cor em 
cada tubo (amostras e curva padrão) e feita a homogeneização, deixando-os em 
repouso em temperatura ambiente por 20 min. Acrescentou-se, a cada tubo, 10 mL 
de Hidróxido de Sódio 0,4 M e homogeneizou-se novamente, permanecendo em 
repouso por 2 min até a realização da leitura em espectrofotômetro a 505 nm 
(Varioskan Flash – Thermo®). 
 
4.8. Obtenção de leucócitos de baço e linfonodos 
 Os camundongos eutanasiados tiveram o baço e os linfonodos cervicais removidos. 
Os órgãos foram macerados em DMEM (Gibco®) pH 7,2, suplementado com 
bicarbonato de sódio 3,7 mg/mL, HEPES 4,7 mg/mL (Sigma®) e Soro Fetal Bovino 
10%. O macerado foi transferido para um tubo cônico de 15 mL com o auxílio de 
uma pipeta Pasteur para posterior centrifugação a 1500 rpm/4ºC/10 min. Após a 
centrifugação, o sobrenadante foi descartado, as células dos linfonodos foram 
ressuspensas em 5 mL de DMEM suplementado. Uma parte da suspenção foi 
separada para o experimento de imunofenotipagem ex-vivo, e outra parte recebeu 3 
mL de solução de lise de hemácias (TRIS Base 2,06 mg/mL mais cloreto de amônio 
7,7 mg/mL em água deionizada) pH 7,2 por 3 min. No final deste tempo foram 
acrescentados ao tubo 10 mL de PBS e a suspensão foi centrifugada a 1500 
rpm/4ºC/10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 5 
mL de DMEM suplementado. As células foram coradas com solução de azul de 
tripan para a contagem, em microscópio, em câmara de Neubauer. Após os 
cálculos, as células tiveram sua concentração ajustada para 5x106/mL e foram 
plaqueadas no volume de 1 mL em placas de 24 poços (BRANDplates ®) contendo 
ou não o estímulo LaAg (50 μg/mL). Posteriormente, as placas foram incubadas por 
4 dias em estufa a 37°C/5% de CO2 e os sobrenadantes e as células foram 




4.9. Imunofenotipagem por citometria de fluxo 
Para análise da presença de células de memória, 200 µL de células do baço e dos 
linfonodos de cada animal foram transferidos para um tubo de citometria, 
centrifugadas a 1440 rpm/7min e o sobrenadante descartado. As células foram 
ressuspendidas e incubadas em 50 µL de solução de DMEM com anticorpos 
monoclonais CD4, CD8, CD44 e CD62L (eBioscience®) acoplados a diferentes 
fluorocromos, FITC, PE, APC e PeCy-5 respectivamente, na proporção de 1:200 e 
mantidas a 4°C por 30min. Após o tempo, as células foram centrifugadas 1440rpm 
/7min, lavadas uma vez com PBS e ressuspensas em 200 µL de solução de fixação 
(PBS/BSA 0,2%/Formaldeído 1%). Após 30 minutos foram adquiridas 100.000 
células pelo citômetro de fluxo (BD® FACSCalibur system) utilizando o programa Cell 
Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). A análise dos dados foi realizada no 
programa FlowJo (TreeStar, Ashland, OR, USA). 
Para análise da produção de citocinas intracelulares, as células foram previamente 
marcadas com anticorpos monoclonais extracelulares CD4 e CD8 (eBioscience®) 
como descrito previamente. Após a marcação extracelular as células foram 
centrifugadas e ressuspendidas em 100 µL de solução de fixação por 15 minutos. 
Após esse tempo, foram acrescentados 500 µL de solução de permeabilização 
(BD®) e a suspensão foi centrifugada a 1440 rpm/7min. As células foram 
ressuspendidas em 50 µL de DMEM com anticorpos monoclonais anti-IL10 e anti-
IFN-γ (eBioscience®) acoplados aos fluorocromos APC e PE respectivamente, na 
proporção de 1:200 por 30 minutos a 4ºC. Depois disso, as células foram novamente 
centrifugadas e ressuspendidas em 200 µL de solução de fixação para aquisição no 
citômetro. 
A figura 2 ilustra e exemplifica o processo de análise da presença de células de 
memória nas amostras estudadas. Primeiramente foi determinada a população de 
linfócitos T CD4+, identificados pelo tamanho celular e expressão desse marcador 
em FL1 (Figura A). Em seguida, foram identificados os eventos de células T CD4+ de 
memória, com base na expressão dos marcadores CD44 e CD62L, cujas 
fluorescências foram captadas em FL3 e FL4 (Figura B). o mesmo procedimento 
deve ser extrapolado para as células T CD8+. 
  
Figura 2: Representação do processo de analise das amostras 
programa FLOWJO 7.6.5. Seleção de células CD4
relativa detectada por FL1 (A) Quantificação dos eventos de células T
fluorescência relativa detectada em FL3 
 
4.10. Dosagem de NO
A produção de óxido nítrico (NO) foi analisada pelo método de Griess descrito por 
Green e colaboradores (1982). 
N2NO3, iniciada na concentração de 50
utilizando uma solução a 2,5% de H
concentração de 1% e 
concentração de 0,1%. A reação foi realizada a
sobrenadante das culturas em duplicata em placas de 96 poços. Em seguida foram 
misturadas na proporção 1:1 NEED e Sulfanilamida (reagente de Griess) e 
adicionados 50 µL em todos os poços. 
completo e 0,5 mL de solução de Griess. 
de placas a 540 nm (SpectraMax, Molecular Devices).
 
4.11. Proliferação
Parte dos esplenócitos ajustados na concentração de 5x10
no item 4.8, foi separada para análise da proliferação de leucócitos totais dos 
animais vacinados e co
CarboxyFluorescein diacetate Succinimidyl Ester 
descrito a seguir. A suspensão de célu
ressuspendida em 2 mL de PBS, foram acrescentados a esta suspensão 2
CFSE por 2 minutos e, 
estudadas por citometria de fluxo atrav
+
, por meio dos parâmetros tamanho 
CD4+ de memória mediante a emissão da 
versus FL4 (B). 
 
Resumidamente, foi utilizada uma curva padrão com 
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PBS na proporção 1:1. As células foram centrifugadas a 1500rpm/10 min e 
ressuspendidas em DMEM + SFB 10% para serem então plaqueadas em triplicata, 
estimuladas ou não com 50 µg/mL de LaAg por 4 dias. No quarto dia as células 
foram transferidas para tubos de citometria e centrifugadas a 1440 rpm/7 min e 
ressuspendidas em 200 µL de solução de fixação por 20 min ao abrigo da luz a 4°C 
para então serem adquiridas no citômetro de fluxo (BD® FACSCalibur system). 
Foram adquiridos 50.000 eventos, utilizando o programa Cell Quest (BD 
Biosciences, San Jose, CA, USA). A análise foi realizada pelo software FlowJo 
(versão 7.6.5, TreeeStar, Ashland, OR, USA).  
 
4.12. Dosagem de citocinas 
As dosagens de IFN-γ, IL-4, IL-10 foram realizadas pela técnica de ELISA 
sanduíche, utilizando pares de anticorpos monoclonais de captura e de revelação 
biotinilados da eBioscience®, seguindo a recomendação do fabricante. Em síntese, 
placas de 96 poços de alta absorção (Costar®) foram sensibilizadas com o anticorpo 
de captura (18 horas/25°C). Posteriormente, as placas foram lavadas com 
PBS/Tween 20 (0,05%) e as amostras de sobrenadante de cultura foram 
adicionadas a elas e incubadas por 2 horas/25°C. As placas foram lavadas 
novamente e incubadas com o anticorpo biotinilado por 1 hora/25°C. As placas 
foram lavadas, seguido de adição e incubação com estreptoavidina marcada com 
peroxidase (eBioscience®) por 30 min/25°C. As amostras foram reveladas com 
adição de solução tampão citrato de fosfato com 5% de ABTS e 0,005% de peróxido 
de hidrogênio (H2O2) 30 vol e a reação interrompida com dodecil sulfato de sódio 
(Gibco®) 1%. A absorbância foi determinada sob comprimento de onda de 405 nm. 
(SpectraMax, Molecular Devices). 
 
4.13. Dosagem de classes e subclasses de imunoglobulinas 
As dosagens de anticorpos (IgG, IgG1 e IgG2a) foram realizadas pela técnica de 
ELISA após a sensibilização de placas de 96 poços com extrato total de L. chagasi 
(50 μg/mL) por 18 h/25°C. Posteriormente, os soros testes foram incubados na 
diluição de 1:100, seguido de tratamento com anticorpos secundários, conjugados 




foi utilizado o tampão OPD (Na2HPO4 0,83M, Ácido Cítrico 0,33M, O-fenil-diamina 
0,05M) e peróxido de hidrogênio a 7,5%, seguido de leitura a 492nm. 
 
 
4.14. Determinação da carga parasitária 
200 μL da suspensão de células do baço e do fígado dos animais foram transferidos 
para o primeiro poço de uma placa de fundo cônico de 96 poços (BRANDplates®), o 
restante da coluna foi preenchido com 100 µL de Grace e feita uma diluição seriada 
1:2 por 12 poços subseqüentes.  
As placas foram incubadas por 7 dias em estufa a 24°C. Ao final, foi calculado o 
número de Leishmania por órgão, tomando como referência a última diluição em que 
se verificou o crescimento do parasito. 
 
4.15. Análise Estatística  
As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 
versão 6.0, levando em consideração a natureza das variáveis estudadas. Para 















































5.1. Cinética de crescimento 
A cepa PP75 de L. chagasi utilizada na realização deste trabalho foi gentilmente 
cedida pela professora Elenice, do laboratório de Leishmaniose do Núcleo de 
Doenças Infecciosas da UFES. Visto que não conhecíamos o comportamento de 
crescimento e características da cepa, inicialmente nos propusemos a avaliá-las 
repicando uma alíquota da cultura em meio Grace. Na figura 3 podemos observar a 
variação da concentração de Leishmania ao longo dos dias de cultura, sendo que no 
quarto dia ocorreu o final da fase logarítmica, com crescimento máximo dos 
parasitos e, após esse tempo, há o declínio progressivo da curva.  
 
Figura 3: Cinética de crescimento de L. chagasi PP75 em meio de cultura Grace's suplementado, pH 6,8. A 
cultura foi iniciada com uma concentração de 1x106 promastigotas/mL e mantida em estufa a 24ºC durante 7 
dias. Diariamente foi retirada uma alíquota para contagem das Leishmanias e determinação da concentração 
cultura. 
 
5.2. Cinética da infecção 
Uma vez determinada a cinética de crescimento e comportamento dos parasitos em 
cultura, nos propusemos a determinar o pico do parasitismo in vivo, para que 
pudéssemos realizar os experimentos de vacinação e desafio. Assim, camundongos 
BALB/c foram infectados com 107 formas totais de L. chagasi e eutanasiados 
semanalmente. Conforme observado na figura 4 A e B, para ambos os órgãos (baço 
e fígado), o pico de parasitismo ocorre por volta da segunda semana de infecção, 
declinando com o passar das semanas de avaliação. Além disso, uma maior carga 
parasitária foi observada no Fígado, quando comparado às mesmas semanas de 

























Figura 4: Cinética de Infecção. Camundongos BALB/c infectados em veia caudal com 107 L. chagasi foram 
sacrificados semanalmente para que se pudesse determinar a cinética de infecção e o pico parasitário no baço 
(A) e fígado (B). 
 
5.3. Biocompatibilidade da vacina LaAg livre ou associada ao CAF in vivo 
Antes de iniciarmos os experimentos de imunização e desafio, nos propusemos a 
avaliar a biocompatibilidade da vacina in vivo. Para isso, camundongos foram 
vacinados, conforme descrito anteriormente e eutanasiados 24 horas após o reforço. 
O soro foi coletado e as concentrações de transaminases (ALT e AST) e creatinina 
foram determinadas. Utilizamos como controle positivo animais que receberam 
tetracloreto de carbono (CCl4) por via intraperitoneal. Os controles negativos 
receberam apenas PBS. 
Conforme podemos observar na figura 5, não foram detectadas diferenças 
significantes entre nenhum dos grupos imunizados. De forma esperada, observamos 
grandes quantidades de transaminases e creatinina apenas no controle positivo 
injetado com o CCl4, quando comparados aos demais grupos. 
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Figura 5: Avaliação da biocompatibilidade da vacina LaAg associada ou não ao adjuvante CAF. Dosagem de 
transaminases AST (A), ALT (B) e creatinina (C) do soro dos animais eutanasiados 24 horas após a segunda 
dose da imunização com as formulações vacinais. Controles positivos receberam tetracloreto de carbono (CCl4) 
por via intraperitoneal 24 horas antes da eutanásia. O resultado representa a média de três experimentos. **** p 
< 0,0001 em relação ao controle positivo CCl4. 
 
5.4. Imunogenicidade da vacina LaAg livre ou associada ao adjuvante CAF 
A primeira avaliação feita com relação à imunogenicidade gerada pelas diferentes 
imunizações foi a análise ex vivo da população de linfócitos TCD4+ e TCD8+ totais e 
de memória em linfonodos cervicais.  
Os resultados indicaram um perfil semelhante e sem diferença significante entre 
linfócitos TCD4+ e TCD8+ totais e entre as células de memória, dos grupos de 









    
Figura 6: Análise ex vivo das populações de linfócitos T. Avaliação por citometria de fluxo da porcentagem das 
subpopulações de linfócitos TCD4+ (A) e TCD8+ (B) totais e de memória TCD4+ CD44+ CD62L+ (C) e TCD8+ 
CD44+ CD62L+ (D) em linfonodos cervicais, 24 horas horas após a segunda dose das formulações vacinais. O 
resultado representa a média de três experimentos. 
 
Uma vez analisada essas populações de linfócitos, nos propusemos a avaliar os 
efeitos da vacinação sobre a capacidade linfoproliferativa de esplenócitos 
estimulados in vitro com antígenos do parasito. Conforme a figura 7, podemos notar 
que os animais vacinados com LaAg livre ou associado ao CAF, bem como o 
adjuvante sozinho apresentam índices de proliferação significativamente maiores 
quando comparados ao grupo controle PBS. Além disso, significantes respostas 
linfoproliferativas foram observadas em resposta ao antígeno, quando comparado 








Figura 7: Efeito da vacinação intranasal na resposta linfoproliferativa. Esplenócitos de camundongos BALB/c 
vacinados com LaAg livre ou associado ao CAF bem como o adjuvante sozinho, foram coletados 24 horas após 
o reforço, marcados com CFSE e reestimulados in vitro com 50 μg/mL de LaAg por 96 horas. A resposta 
linfoproliferativa foi determinada por citometria de fluxo e expressa em índice de proliferação celular (IP). O 
resultado representa a média de três experimentos. *** p<0,001 e **** p<0,0001 em relação aos controles. 
 
Posteriormente à proliferação celular, passamos para a avaliação da produção das 
citocinas IL-4, IL-10 e IFN-γ por ELISA sanduíche e de NO nos sobrenadantes das 
culturas de esplenócitos de animais vacinados reestimulados in vitro com LaAg.  
A imunização intranasal promoveu aumento significante na produção de IFN-γ por 
esplenócitos dos animais vacinados com LaAg livre ou em associação ao CAF em  
comparação às células não estimuladas (Figura 8A).  
De forma semelhante, observamos respostas significantes da produção de NO por 
esplenócitos de animais vacinados com LaAg livre ou associado ao CAF e só com o 
adjuvante, em resposta ao estímulo com antígeno específico quando comparado aos 
grupos controles (Figura 8B). Adicionalmente, não verificamos diferenças 
significativas nas produções de IL-10 e IL-4 pelas células dos animais vacinados ou 








Figura 8: Efeito da vacinação intranasal sobre a produção de IFN-γ e NO. Produção de IFN-γ (A) e NO (B) em 
sobrenadante de cultura de esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados por via intranasal com LaAg livre 
ou associado ao CAF e com adjuvante sozinho em 2 doses intervaladas por 14 dias. Os animais foram 
eutanasiados 24 horas após o reforço para retirada de esplenócitos que foram posteriormente reestimulados in 
vitro com 50μg/mL de LaAg. A produção da citocina foi determinada por ELISA sanduíche e a de NO pelo 
método de Griess 96hs após a reestimulação. O resultado representa a média de três experimentos. * p<0,05, ** 
p<0,01 e *** p<0,001 em relação aos controles não estimulados. 
 
Além das dosagens de citocinas e NO, nos propusemos a avaliar se os distintos 
protocolos vacinais poderiam estar correlacionados com a estimulação diferencial 
das populações de células T.  
Como podemos constatar na figura 9A, a estimulação com antígenos induziu 
aumentos significantes de linfócitos TCD4+ quando comparados ao controle não 
estimulado. Além disso, animais vacinados com LaAg apresentaram aumento 
significativo da percentagem total de linfócitos TCD4+ quando comparadas ao grupo 
controle PBS. Quando avaliamos a população de linfócitos TCD8+ totais, 
observamos um aumento significante da população apenas nos grupos imunizados 
com CAF sozinho ou associado ao LaAg (Figura 9B). Já com relação à população 
de linfócitos TCD4+ de memória (linfócitos TCD4+ CD44+ CD62L+), oservamos que a 
reestimulação in vitro promoveu um aumento significante com relação aos controles 
não estimulados. Também foi observado um aumento significante da percentagem 
de linfócitos TCD4+ de memória nos grupos imunizados com LaAg livre e associado 
ao CAF quando comparados ao grupo controle PBS (Figura 9C). A análise de 
linfócitos TCD8+ de memória (linfócitos TCD8+ CD44+ CD62L+) não demonstrou 









Figura 9: Análise das populações de linfócitos T. Avaliação por citometria de fluxo da porcentagem das 
populações de linfócitos TCD4+ (A) e TCD8+ (B) totais e de memória TCD4+ CD44+ CD62L+ (C) em esplenócitos 
de camundongos BALB/c vacinados com LaAg livre ou associado ao CAF bem como o adjuvante sozinho, 
coletados 24 horas após o booster e reestimulados in vitro com 50 μg/mL de LaAg por 96 horas. O resultado 
representa a média de três experimentos. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 em relação aos 
controles. 
 
Além de dosarmos a produção de citocinas nos sobrenadantes das culturas, 
também avaliamos a percentagem dos linfócitos produtores das citocinas IL-10 e 
IFN-γ. Nesta análise, observamos que o estímulo com o antígeno promoveu um 
aumento significativo tanto de células TCD4+ quanto de TCD8+ produtoras de IL-10, 
quando comparadas ao controle não estimulado. Além disso, apenas o grupo CAF 
apresentou aumento significante tanto de linfócitos TCD4+ quanto de TCD8+  
produtores de IL-10, em relação ao controle PBS (Figura 10A e B). Na avaliação de 
linfócitos TCD4+ produtores de IFN-γ, observamos um aumento significante apenas 
no grupo imunizado com CAF em relação ao grupo controle PBS, já o grupo 






comparado ao controle PBS (Figura 10C). Conforme observamos na figura 10D, 
apenas o grupo imunizado com LaAg associado ao CAF, quando reestimulado in 
vitro, apresentou um aumento significante de linfócitos TCD8+ produtores de IFN-γ 



























           
Figura 10: Análise da população de linfócitos TCD4+ e TCD8+ produtores de IFN-γ e IL-10. Esplenócitos de 
animais eutanasiados 1 dia após o reforço e reestimulados in vitro com LaAg por 96 horas foram avaliados para 
definir a porcentagem das subpopulações de linfócitos TCD4+ produtores de IL-10 (A) e IFN-γ (C) e de linfócitos 
TCD8+ produtores de IL-10 (B) e IFN-γ (D) por citometria de fluxo. * p<0,05 em relação ao controle PBS. ** 
p<0,01 em relação ao controle interno. O resultado representa a média de três experimentos. *** p<0,001 em 
relação ao controle PBS. **** p<0,0001 em relação aos controles interno e PBS. 
 
Depois de avaliarmos a imunidade celular, nos propusemos a avaliar a produção de 
IgG total e subclasses IgG1 e IgG2a  dos camundongos frente aos diferentes 
protocolos vacinais. Dessa forma, animais vacinados foram eutanasiados 24 horas 
após a 2ª dose vacinal e tiveram o soro coletado para determinarmos a produção de 






Como ilustrado na figura 11, observamos que a vacinação intranasal com LaAg livre 
ou associado ao CAF induziu um aumento significante na produção de IgG total, 
IgG1 e IgG2a anti-Leishmania quando comparados ao grupo controle PBS e ao 
grupo que recebeu somente o adjuvante.  
 
 
   
Figura 11: A vacinação com LaAg promove a produção de anticorpos específicos. Produção de Ac anti-
Leishmania no soro de camundongos BALB/c imunizados por via intranasal com PBS, LaAg, LaAg associado ao 
CAF ou CAF em duas doses intervaladas por 14 dias e eutanásia 24 horas após o reforço. A dosagem de IgG 
total (A), IgG1 (B) e IgG2a (C) foi determinada por Elisa. O resultado representa a média de três experimentos. 
****p<0,0001 em relação ao grupo PBS e ao grupo CAF. 
 
5.5. Imunidade Protetora 
Após a análise da imunogenicidade gerada pela vacinação, avaliamos se as 
imunizações protegeriam os animais após o desafio. Iniciamos com a análise ex vivo 






Os resultados indicaram um perfil semelhante e sem diferença significante entre 
linfócitos TCD4+ e TCD8+ totais e entre as células de memória de todos os grupos, 




Figura 12: Análises ex vivo das populações de linfócitos T. Avaliação por citometria de fluxo da porcentagem das 
subpopulações de linfócitos TCD4+ (A) e TCD8+ (B) totais e de memória TCD4+ CD44+ CD62L+ (C) e TCD8+ 
CD44+ CD62L+ (D) no baço de animais, 15 dias após a infecção com L. chagasi. O resultado representa a média 
de três experimentos. 
 
Após a análise ex vivo das populações de linfócitos, passamos a análise da 
proliferação de esplenócitos estimuladas in vitro com o antígeno vacinal. Conforme a 
figura 13, os grupos vacinados com LaAg livre ou associado ao CAF apresentaram 
índices de proliferação significantemente maiores quando comparados ao grupo 
controle PBS. Além disso, o reestímulo com LaAg in vitro promoveu aumento 
significante dos índices de proliferação nestes mesmos grupos quando comparados 











Figura 13: Avaliação das respostas linfoproliferativas após infecção com L. chagasi. Resposta linfoproliferativa de 
esplenócitos marcados com CFSE e reestimulados com LaAg in vitro de camundongos BALB/c sacrificados 15 
dias após a infecção com L. chagasi. A resposta linfoproliferativa foi determinada por citometria de fluxo e 
expressa em índice de proliferação celular (IP). O resultado representa a média de três experimentos. *** 
p<0,001 em relação aos controles. 
 
Após a análise da proliferação celular, passamos para a avaliação da produção das 
citocinas IL-4, IL-10 e IFN-γ por ELISA sanduíche e de NO pelo método de Griess 
nos sobrenadantes das culturas de esplenócitos de animais vacinados e controles 
após desafio, reestimulados in vitro com LaAg. Como mostra a figura 14, a 
imunização intranasal promoveu aumento significativo da produção de IFN-γ por 
esplenócitos de animais imunizados com LaAg livre ou associado ao CAF, quando 
comparado ao grupo PBS. Observamos também uma proliferação significativa dos 
grupos LaAg, LaAg associado ao CAF, bem como do grupo CAF em resposta ao 
estímulo específico. Além disso, não verificamos diferenças estatisticamente 
significativas nas produções de IL-10, IL-4 e NO por esplenócitos dos animais 







Figura 14: Efeito da vacinação intranasal sobre a produção de IFN-γ após desafio in vivo. Produção de IFN-γ em 
sobrenadante de cultura de esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados por via intranasal com LaAg livre 
ou associado ao CAF ou com adjuvante livre e desafiados com L. chagasi 2 semanas após o reforço. Os animais 
foram eutanasiados 15 dias após o desafio para retirada de esplenócitos que foram posteriormente 
reestimulados in vitro com 50μg/mL de LaAg. A produção da citocina foi determinada por ELISA sanduíche. O 
resultado representa a média de três experimentos. ** p<0,01 e *** p<0,001 em relação aos controles não 
estimulados. 
 
Uma vez determinada alguns aspectos da imunidade celular, passamos então para 
a avaliação da resposta humoral dos animais vacinados e desafiados com L. 
chagasi. Para isso, o soro dos animais foram coletados para determinarmos a 
produção de IgG total, IgG1 e IgG2a no dia da eutanásia. 
Como ilustrado na figura 15, observamos um aumento significante na produção de 
IgG total, IgG1 e IgG2a pelos animais vacinados com LaAg livre e LaAg associado 










           
Figura 15: Avaliação da resposta humoral. Dosagem de IgG total (A), IgG1 (B) e IgG2a (C) por Elisa no soro dos 
animais do grupo controle e vacinados com duas doses da vacina LaAg livre ou associada ao CAF pela via 
intranasal, 15 dias após o desafio (imunidade protetora). O resultado representa a média de três experimentos. 
****p<0,0001 em relação ao grupo PBS e ao grupo CAF. 
 
Nossa última análise foi avaliar o efeito da vacinação com as formulações sobre a 
capacidade protetora. Conforme podemos observar na figura 16, a imunização com 
LaAg associada ao CAF foi capaz de promover reduções significantes no 
parasitismo do fígado dos animais em comparação a todos os outros grupos. Já no 
baço, há uma redução significante da carga parasitária no grupo LaAg associado ao 
CAF quando comparado aos grupos controle PBS e ao grupo LaAg. De forma 
interessante, o grupo vacinado com CAF apresentou cargas menores quando 







        
Figura 16: Carga parasitária de camundongos BALB/c infectados com L. chagasi após imunização. Número de 
parasitas no fígado e baço de animais imunizados por via intranasal em duas doses intervaladas por 7 dias. Os 
animais foram infectados com 107 promastigotas de L. chagasi em veia caudal 7 dias após a 2ª dose da 
imunização e eutanasiados 2 semanas após a infecção. A carga parasitária foi determinada pelo método de 
diluição limitante (LDA). O resultado representa a média de três experimentos. * p<0,05 em relação ao grupo 























































A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave dentre o largo espectro de 
doenças causadas por parasitos do gênero Leishmania, negligenciada pelas 
autoridades e responsável por grandes impactos na saúde pública. Muito embora o 
Ministério da Saúde venha executando medidas para o controle da leishmaniose 
visceral, ainda assim tais estratégias não têm apresentado resultados satisfatórios. 
Com isso, novas medidas preventivas devem ser reconsideradas de forma a se 
obter um melhor controle na prevenção de novos casos.  
O desenvolvimento de vacinas envolvendo vários candidatos promissores que 
tenham eficácia contra a leishmaniose visceral tem sido feito por agências e 
universidades nacionais e internacionais (KHAMESIPOUR A et al, 2006). Dentre 
eles, a administração por via de mucosa com LaAg, que foi previamente 
demonstrada por nosso grupo em modelos experimentais de infecção por L. 
amazonenses (PINTO EF et al, 2003). Neste trabalho, objetivamos estudar a mesma 
vacina de antígeno total bruto de L. amazonensis (LaAg), em associação com o 
adjuvante CAF, inédito em estudos contra a leishmaniose visceral.  
Iniciamos os estudos pela avaliação da biossegurança e imunogenicidade gerada 
após as duas imunizações, seguida pela avaliação da imunidade protetora frente ao 
desafio in vivo com L. chagasi. A escolha da via intranasal para a administração foi 
baseada em estudos de nosso grupo, que já demonstraram ser esta uma via efetiva 
e capaz de induz uma imunidade local e sistêmica contra a LV em modelos murinos 
e de hamster (GOMES D et al, 2007). Além disso, utilizamos a associação da vacina 
ao CAF, um adjuvante previamente avaliado quanto ao seu efeito sobre as células 
epiteliais da mucosa, onde foi demonstrada a manutenção da viabilidade e 
integridade de células Calu-3 após sua utilização (CHRISTENSEN D et al, 2010). 
Nossos resultados demonstraram que a utilização da vacina associada ao CAF não 
alterou parâmetros séricos de ALT, AST e creatinina (figura 5). De acordo com 
Ennulat e colaboradores (2010), o ALT e AST são aminotransferases amplamente 
encontradas em muitos tecidos do corpo e que são liberadas na corrente sanguínea 
quando estes tecidos são lesados, por isso, os valores de ALT e AST são 
rotineiramente utilizados no monitoramento de lesões cardíacas e hepáticas 




da degradação da creatina do músculo filtrada do sangue pelos rins, o que a torna 
biomarcadora de lesão renal. Como observamos em nossos resultados (Fig.3), não 
houve indícios de alteração cardíaca, hepática ou renal nos animais vacinados com 
LaAg, LaAg associado ao CAF ou apenas CAF, o que mostra ser esta uma vacina 
segura. De forma diferente, o grupo onde o CCl4 foi injetado pela via intraperitoneal 
apresentou aumento de todos os marcadores, o que já era esperado, uma vez que 
essa molécula é de toxicidade comprovada e pode levar o animal a morte (LEE C et 
al, 2007). 
Após os testes de biocompatibilidade da vacina, passamos a avaliar os efeitos 
imunogênicos e protetores em nosso modelo. Primeiro analisamos a percentagem 
total dos linfócitos TCD4+ e TCD8+ e também as subpopulações de memória ex vivo 
(TCD4+ CD44+ CD62L+), já que uma vacina eficaz deve ser capaz de promover a 
geração da memória imunológica (ELY KH et al, 2006). A memória imunológica pode 
ser entendida como uma resposta diferenciada, mais rápida e mais forte de um 
animal que entra em contato com um antígeno pela segunda vez (DUTTON RW et 
al, 1998). A estimulação in vitro dos linfócitos com antígenos ou mitógenos pode 
modular a expressão das moléculas CD62L e CD44 nas células T ativadas (CHAO 
CC et al, 1994;  HAMANN AD et al, 1988; JUNG TM et al, 1988). Essa modulação foi 
vista em nosso estudo conforme a figura 9, onde esplenócitos de animais vacinados 
com o LaAg livre ou associado ao CAF, após reestímulo in vitro, apresentaram um 
aumento da população de linfócitos T de memória (TCD4+ CD44+ CD62L+). Já a 
percentagem de células TCD4+ apresentou tendência de aumento para todas as 
células reestimuladas, indicando que o antígeno pode ter induzido a expansão clonal   
das mesmas. De forma diferente, as células TCD8+ apresentaram expansão apenas 
nos grupos que receberam o adjuvante, revelando um aumento significante 
possivelmente induzido pelo CAF (figura 9).  A avaliação de linfócitos isolados de 
animais no dia da eutanásia (ex-vivo) que não foram reestimulados com o antígeno 
in vitro não apresentaram essa modulação (figura 6 e 12), sugerindo a necessidade 
do estímulo com o antígeno para que possa haver alguma variação na expressão 
dessas moléculas como descrito por HAMANN (1988) e JUNG (1988) . 
Prosseguimos nossos estudos com a avaliação da proliferação específica induzida 
pela vacina in vitro. Como já descrito, uma resposta deficitária ou anérgica de 




desenvolvimento da doença ativa (GARG R et al., 2006; MELBY PC et al., 2001). 
Conforme nossos dados demonstram, grupos controle que não apresentaram 
respostas linfoproliferativas apresentaram altos índices de parasitismo. Por outro 
lado, grupos vacinados com LaAg livre ou associado ao CAF apresentaram um perfil 
diferente (figuras 7 e 13), corroborando com estudos de Lakshmi  e colaboradores 
(2014), que também observaram um aumento da proliferação de esplenócitos em 
cultura estimulados com o antígeno solúvel da Leishmania em animais previamente 
imunizados (LAKSHMI BS et al, 2014). Essa capacidade linfoproliferativa in vitro tem 
indicado o sucesso de vacinas contra a infecção por Leishmania (ALI SA et al, 
2009). 
Além da resposta linfoproliferativa, a resistência à leishmaniose visceral tem sido 
correlacionada com uma resposta predominante do tipo Th1, com aumento da 
produção de IFN-γ resultando na ativação de macrófagos e morte do parasita 
(SACKS D et al, 2002; MANSUETO P et al, 2007; NYLEN S et al, 2010). A produção 
de IL-4 tem-se demonstrado necessária para uma otimização da resposta Th1, 
incluindo a produção de altos níveis de IFN-γ durante a quimioterapia (ALEXANDER 
J et al, 2000 ), papel esse que difere no modelo de leishmaniose cutânea murina 
causada por L. amazonenses, em que a IL-4 tem-se relacionado ao agravamento da 
doença. E por último, a ausência ou presença de baixos níveis da citocina 
imunorreguladora IL-10 também se correlaciona ao controle da LV, pois essa 
citocina suprime a produção do IFN-γ, inibindo a ativação de macrófagos (BASU R 
et al, 2005). Além disso, a presença dessa citocina pode também diminuir a 
apresentação de Ag pelas CDs e a ativação de células T de forma direta (COUPER 
KN et al, 2008). 
No nosso trabalho, o estímulo in vitro com antígeno LaAg foi capaz de induzir um 
aumento significante da produção de IFN-γ por esplenócitos de animais vacinados 
com LaAg livre ou associado ao adjuvante CAF como observamos na figura 8ª e 14, 
isso indica que o antígeno pode ser capaz de induzir a produção do IFN-γ, 
importante na proteção dos animais contra a infecção conta L. amazonenses 
(PINTO EF et al, 2003). Além disso, o resultado da associação da vacina com o 
adjuvante CAF corrobora o estudo de Christensen e colaboradores (2010) que 




imunizados com Vaxigrip em até quatro vezes mais quando o mesmo é administrado 
junto à vacina.  
No nosso trabalho, os dados relacionados à produção de IL-4 e IL-10 não foram 
mostrados, pois para ambas as citocinas a dosagem tanto em ensaios de 
imunogenicidade quanto de imunidade protetora não demonstraram alterações. 
Semelhante às dosagens de IL4 e IL-10, a produção de NO não foi significante entre 
nenhum dos grupos, e apenas nos ensaios de imunogenicidade observamos um 
produção aumentada em animais imunizados com LaAg livre ou associado ao CAF 
quando comparados aos esplenócitos não estimulados (figura 8B). Como já descrito, 
a eliminação de Leishmania dos macrófagos requer a ativação dessa célula e 
liberação de vários metabólitos tóxicos do oxigênio como o NO, levando à morte da 
Leishmania (LIEW FY et al, 1990; ASSREUY J et al, 1994). Desta forma, a 
diminuição do parasitismo, observada em nossos experimentos poderia não ser 
correlacionada à produção de NO e sim a outro mecanismo leishmanicida, como a 
produção de outros metabólitos tóxicos como o ânion superóxido e o peróxido de 
hidrogênio, não avaliados em nosso trabalho. 
Como descrevemos na figura 10, o estímulo in vitro com o LaAg promoveu 
um aumento da percentagem tanto de células TCD4+ quanto de TCD8+ produtoras 
de IL-10 em relação às células não reestimuladas, o que pode indicar a presença do 
misto de citocinas tanto do perfil Th1 quanto de Th2 no estabelecimento da infecção 
como já tem sido descrito (HAILU A et al, 2005). O aumento de células T produtoras 
de IL-10 entre grupos foi significante apenas quando relacionamos o controle PBS e 
CAF, o que pode indicar uma não especificidade deste adjuvante. Além disso, a 
porcentagem de células TCD4+ produtoras de IFN-γ foi significativamente maior no 
grupo CAF, mostrando mais uma vez o alto poder que este adjuvante apresenta em 
ativar as células a produzirem citocinas.  
De acordo com Brandtzaeg (2010), a vacinação realizada pela via mucosa pode 
desencadear tanto a imunidade celular quanto a imunidade humoral sistêmica. 
Desta forma, avaliamos as dosagem das imunoglobulinas IgG total e específicas, 
IgG2a e IgG1 e observamos em nossos resultados de imunogenicidade, bem como 
após o desafio, que animais vacinados com a LaAg livre ou associado ao adjuvante 




ou CAF (figura 11 e 15), sugerindo que a vacina poderia gerar uma resposta imune 
humoral protetora no combate à L. chagasi (BHOWMICK S et al, 2008). 
Além disso, animais vacinados com LaAg livre e associado ao CAF ou só com o 
CAF apresentaram reduções significativas no parasitismo do baço e fígado (Fig 15). 
A avaliação da carga parasitária em ambos os órgãos é um marcador importante da 
vacina contra LV, em vista do fato de que uma resposta imune órgão-específica foi 
observada após infecção com Leishmania viscerotrópica, administradas por via 
intravenosa, intradérmica ou subcutânea em camundongos (GARG R et al, 2006). 
A diminuição da carga parasitária observada na figura 16 do nosso grupo imunizado 
com LaAg associado ao CAF pode estar correlacionada com a maior produção de 
IFN-γ por estes animais, uma citocina chave que protege os animais da infecção por 
Leishmania (WILSON ME et al, 2005). Os nossos resultados mostraram que o IFN-γ 
foi detectado no sobrenadante de esplenócitos de animais imunizados com LaAg 
associado ao CAF após reestimulação in vitro, diferente do encontrado para o grupo 
controle PBS que mesmo com a reestimulação não apresentou uma produção 
significantemente maior da citocina. Tanto células TCD4+ quanto TCD8+ contribuem 
para a produção de IFN-γ, e no caso o grupo imunizado com LaAg associado ao 
CAF foi o único que apresentou um aumento significativo da percentagem tanto de 
células TCD4+ quanto de TCD8+ frente ao reestímulo in vitro, o que pode ter 
contribuído para a maior proteção observada nesse grupo. Observamos também, 
que a proliferação celular específica para os antígenos da Leishmania foi 
significantemente maior também nos grupos imunizados com LaAg livre e associado 
ao CAF. Diferente dos grupos controle PBS e CAF que não apresentaram diferença 
nos títulos de IgG total, IgG1 e IgG2a, os grupos imunizados com LaAg livre e 
associado ao CAF mostraram uma maior produção de anticorpos específicos. 
Essa ativação celular que observamos pode ter sido importante para o controle do 
parasitismo nos órgãos dos animais protegidos (figura 16), uma vez que a resposta 
Th1 específica aos antígenos e a resposta celular TCD8+ foram relacionadas com a 
proteção contra L. donovani em camundongos vacinados com as proteínas 
purificadas gp63 e DP72 (BHOWMICK S et al, 2008; RACHAMIM N et al, 1993). Isto 
também foi observado em camundongos imunizados com vacinas de células 
híbridas composta de macrófagos que expressam a proteína de membrana KMP-11 




O uso do adjuvante CAF em combinação com LaAg parece ser uma atrativa 
alternativa na indução de imunidade humoral e celular. O sucesso do uso do 
adjuvante por via intranasal já foi demonstrado em outros modelos de infecção. 
Porém, nosso trabalho é o primeiro a demonstrar sua eficácia na indução de 
imunogenicidade e na resposta protetora na leishmaniose visceral experimental, e 
os resultados demonstram que esta combinação foi segura para os animais e que 
promoveu a proteção dos mesmos frente ao desafio com L. chagasi por promover 
uma resposta imune protetora com alta proliferação de células T específicas, 

































































Os resultados obtidos neste trabalho mostram evidências importantes da imunização 
intranasal com LaAg associado ao CAF e sua utilização contra a leishmaniose 
visceral. Assim, podemos concluir que: 
 
 A vacinação intranasal com LaAg/CAF não apresentou toxidez sistêmica e 
demonstrou ser, o CAF, um importante candidato a adjuvante associado a 
vacinas contra leishmaniose. 
 
 A associação do LaAg ao CAF e sua administração por via i.n. promoveu 
aumento de células TCD4+ de memória, maior proliferação de células T 
específicas e aumento da produção de IFN-γ e NO frente ao reestímulo in 
vitro, além de uma resposta imune humoral indicando uma resposta imune 
mista.  
 
 A imunização com LaAg associado ao CAF em camundongos desafiados com 
L. chagasi promoveu a diminuição da carga parasitária em baço e fígado, 
modulando positivamente a resposta imune protetora nos animais vacinados. 
 
Nós demonstramos que a administração do LaAg pela via nasal foi capaz de 
promover uma resposta sistêmica ao antígeno e que a associação do adjuvante CAF 
à formulação induziu aumento da imunidade tanto celular quanto humoral, 
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